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【要旨】初期変形性関節症の発症機序の一病態を解明するため，自然発症型変形性膝関節症モデル（以下
C57ブラックマウス）を用い細胞外基質に作用するMatrix　metalloprotease（以下MMP）およびTissue　in－
hibitor　of　metalloprotease（以下TIMP）の免疫組織学的検討を行った．経月齢的に膝関節軟骨にOA変化を
認めるC57ブラックマウスの生後2ヶ月，6ヶ月，8ヶ月，10ヶ月齢雌雄各5匹を屠殺後，両後肢膝関節を摘
出し抗MMP2，抗MMP3，抗MMP9抗体，抗TIMP2，抗TIMP3抗体にて通常のABC法にて免疫染色を行っ
た．
　軟骨構造の層別に見てみると加齢群では表層にMMP9，　TIMP3をわずかに認めたのみであり，それより深
層の非石灰化層，石灰化層には一例も観察されなかった．一方OA群ではMMP2，　MMP3，　MMP9が表層を
主体に認められ，軟骨全層に及ぶものもあり，またこれらのMMPの強陽性部ではTIMP2，　TIMP3の活性化
が認められなかった．今回の研究ではプロテオグリカンの分解にMMPとTIMPの不均衡が表層の軟骨細胞
に作用し，細胞外基質を破壊しOAが進展する機構が初期の段階から存在すると思われた．最近の研究によ
りOA関節軟骨内におけるMMPの相互活性機構が解明されている．なかでもMMP3が特に強い活性を示
すことが知られているが今回の研究では軟骨表層に陽性細胞が認められ，その深層である非石灰化層，石灰
化層にも陽性細胞が散見されたことからOA関節軟骨内で各軟骨層においてもMMPの活性化機構が存在
するのではないかと推測された．
はじめに
　一次性変形性関節症（以下OA）は，加齢とともに
発症し，荷重関節に多くみられ関節軟骨の破壊と修復
が混在する．即ち退行性変化と増殖性変化を特徴とす
る非炎症性の関節疾患である．現在OA発症には，力
学的負荷，栄養学的要因，生化学的要因，免疫学的要
因など様々な要素が有機的に作用し影響を及ぼしあ
い軟骨変性へと進展していくものと考えられている．
その代謝機序に関して多くの研究がなされているが，
近年分子生物学の発達により，軟骨基質の主たる構成
成分であるプロテオグリカンやコラーゲンの構造解
明に始まり，軟骨基質に作用する蛋白分解酵素の作用
も明らかにされてきた．関節軟骨は軟骨細胞と軟骨基
質からなり，OA変化では構成細胞の変性・壊死，軟
骨基質の産生低下，軟骨基質の分解充進が生じる過程
をたどる．この際，軟骨基質の分解充進に重要な役割
を果すmatrix　metalloprotease　family（以下MMPF）の
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作用に関する研究も進んでいる．MMPFは二品ロプ
ロテア一計に属し，現在までに一次構造の異なる9種
類の分子種が同定されている．そのうち線維芽細胞，
軟骨細胞などで産生されるmatrix　metalloprotease2
（以下MMP2），滑膜細胞，軟骨細胞，線維芽細胞など
で産生されるmatrix　metalloprotease3（以下MMP3），
好中球，破骨細胞などで産生されるmatrix　metallo－
protease9（以下MMP9）がOA発症に重要な役割を演
じている1・2）．OAの発症機序を解明するにはまず生体
内における軟骨基質の変性過程を解明することが重
要であると考える．しかしヒト関節軟骨においては初
期変化を観察することは困難である．著者は，一次性
変形性関節症の発生機序の病態解明の一助として，ヒ
トOAと類似した軟骨変化を認めるC57ブラックマ
ウス自然発症型変形性膝関節症モデル（以下C57ブ
ラックマウス）を用い，膝関節軟骨細胞，軟骨基質中
のMMP2，　MMP3，　MMP9およびその阻害酵素である
tissue　inhibitor　of　metalloprotease2（以下TIMP2），　tissue
inhibitor　of　metalloprotease3（以下TIMP3）の分布，局
在をモノクロナール抗体を用いて免疫組織学的に観
察し，OAにおける軟骨基質の初期変化に関する検討
を行った．
実験材料および方法
　1．実験材料
　1945年Silberbergら3）により報告された，経月齢的
に膝関節軟骨に高頻度にOA変化を認めるC57ブ
ラックマウス自然発症型変形性関節症モデルを飼育
し兄妹交配により繁殖し用いた．高濱ら4）はC57ブ
ラックマウスに関して詳細な組織学的研究を行い本
マウスがヒトOAの組織学的初期変化を解明するう
えで有用なモデルであると報告している．西山らは
C57ブラックマウスを用いて免疫組織学的検討にて
OAの初期変化を観察しOA発症は軟骨表層のプロ
テオグリカンの産生低下に始まり以後表層近くの軟
骨細胞の細胞領域のプロテオグリカンの産生低下へ
と進展していくことを認めている．
　2．実験方法
　1）標本作製方法
　C57ブラックマウス2ヶ月，6ヶ月，8ヶ月，10ヶ月齢
雌雄各5匹を，ジエチルエーテルにて深麻酔下に屠殺
し，両後肢膝関節を一塊に摘出し，祖父江ら5）の方法
に準じ95％エタノール1％酢酸にて24時間固定後，
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10％EDTAにて脱灰し，以下通常の方法にてパラ
フィン包埋し4μm連続切片を作製した．
　2）免疫組織化学的染色方法
　パラフィン切片を充分に脱パラフィンした後，0．3％
過酸化水素を含むメタノール中に15分間浸漬し，PBS
で洗浄した後にChondroitinaseABCにて酵素処理を
行った．さらに，100倍希釈した正常ヤギ血清にて
blocking操作し，抗MMP2抗体，抗MMP3抗体，抗
MMP9抗体，抗TIMP2抗体，抗TIMP3抗体（Santa－
Cruz社）にて反応させ，通常のABC法を用いて
diaminobenzidine（DAB）にて発色し，光学顕微鏡に
て観察した（Fig．1）．
　3．OA重症度分類
　関節軟骨を表層，非石灰化軟骨層，石灰化軟骨層の
三層に分け，さらに軟骨細胞部分の細胞領域（territo－
rial　matrix）と軟骨基質部分の細胞周囲（pericellular），
細胞間領域（interterritorial　matrix）の三領域に分けて
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観察した2）．岡部の分類6）に基づきC57ブラックマウ
スのOA重症度の評価をおこなった．トルイジンブ
ルー染色にて，表層の異染性の低下を認めるものを
Stage　I－1，非石灰化軟骨層細胞領域の異染性の低下を
認めるものをStage　I－2，非石灰化軟骨層の異染性の低
下を認めるものをStage　I－3，軟骨全層の異染性の低下
を認めるものをStage　I－4とした．正常と思われる
Stage　Oのみを選びこれを月齢順に観察したものを加
齢群とし，一方OAの重症度別にStage　I－1からStage
I－4まで観察したものをOA群とした．
Table　1　OA　incident　rate　in　C57　black　mice
2M　6M　8M　10M　Total
Aging　group　18　10　6　438
実験結果
OA　group 　　　　　　　　　　　422　10　14　16　　　　　　 　　　（52．5％）
Tota1 20　20　20　2080
Unit：　number　of　knees
Table　2　Staging　classification
Stage　2M　6M　8M　10M　Tota1
1－1 1 3 5　　　0 9
1－2 1 3 3 1 8
　1．OA発症率と重症度頻度
　加齢群と判定したのは38膝，OA群と判定したのは
42膝でOA発症率は52．5％であった（Table　l）．また，
重症度分類でStage　1－4は12膝であった（Table　2）．
1－3 0　　　2　　　4　　　7 13
1－4 0　　　2　　　2　　　8 12
Unit：　number　of　knees
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MMP3は陰性であった．　MMP9のみ表層に軽度の反
2．加齢群とMMP　　　　　　　　　　　　　　応性が見られた（Fig．2，　Fig．3）．
2ヶ月齢から10ヶ月齢のいずれにおいてもMMP2，
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Fig．2　Menstrual　changes　were　not　observed　with　MMP2－positive　cells　in　the　superficial，　non－calcified　or　calcified　layers．　（×100）
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Fig．　3　Menstrual　changes　were　not　observed　with　MMP3－positive　cells　in　the　superficial，　non－calcified　or　calcified　layers，　（×100）
　3．OA群とMMP
　MMP2はいずれのStageにおいても表層から非石
灰化層までに軽度の陽性像が見られるのみであった．
MMP3はStage　I－4例では軟骨表層から石灰化層まで
陽性細胞が認められた（Fig．4）．またMMP9はStage
I－1においても表層を中心に陽性像を呈し，Stage　I－4で
は全層性にかつ強い反応が見られた（Fig．5；Table　5）．
　4．OA群のMMPとTIMP
　Stage　I－1ではMMP2とTIMP2およびMMP3と
TIMP3はいずれも陰性もしくはごく弱い反応を示す
のみであり，染色性の差は認められなかった．一方，
Stage　I－4においてはMMP3は全層性に強い反応を示
すがTIMP3は表層からtidemarkまでの問では染色
性を示さなかった（Fig．6）．
　5．軟骨層別
　軟骨構造の層別に見てみると加齢群では表層に
MMP9陽性域，　TIMP3陽性域をわずかに認めたのみ
であり，それより深層の非石灰化層，石灰化層には一
例も観察されなかった（Table　3）．一方OA群では
MMP2，　MMP3，　MMP9いずれも表層部に陽性像を認
めMMP3，　MMPでは全層性に陽性像を呈し，細胞周
辺領域にも染色性を認めた．TIMP2，　TIMP3は陰性も
しくは表層部に弱い染色性を示すのみであった
（Table　4）．
　6．陽性像の分布
　OA群ではMMP2，　MMP3，　MMP9いずれもStage
の進行とともに反応が強まり，表層から深層に向かっ
て陽性範囲が広がっているが，主に細胞領域に反応
し，細胞間領域での反応はわずかであった．
考 察
　関節軟骨組織は硝子軟骨で，軟骨細胞と細胞外基質
から成り，さらに細胞外基質はコラーゲンやアグリカ
ンを主とするプロテオグリカン，その他の蛋白質，水
より構成されている．その代謝は活発に行われてお
り，加齢または損傷および変性によって変化する．こ
うした変化を解明するために最近では代謝産物や炎
（4）
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Fig　5　Even　in　Stage　I－1，　MMP9　positive　areas　were　seen，　and　m　Stage　I－4　stammg　mtensity　was　increased　and　numerous　MMP9－
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症性物質を測定することにより，軟骨変性の程度を
マーカーとして判定する多くの研究がなされている．
今回我々は軟骨内のアグリカンに作用する酵素であ
るMMPFの軟骨における発現に着目し免疫組織学的
検討を行った．
　MMPFの相互活性化機構も解明されているが，
MMPFは軟骨基質においてピアルロナンとリンク蛋
白もしくはコア蛋白の結合を阻害しプロテオグリカ
ンに変性を生じさせる作用をもつとされている．岡田
ら7）はOA関節軟骨では約90％の症例でMMP3が陽
性であり，サンドイッチイムノアッセイ法にてMMP3
を定量するとOA軟骨群でTIMP　1が有意に低下し，
MMP3とTIMP　lとの不均衡のもとに軟骨プロテオグ
リカンが分解されると報告している．さらにMMP3
（5）
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Fig．6　Staining　intensity　for　TIMP3　was　reduced　in　MMP3－positive　areas．　The　number　of　TMP3－positive　cells　was　low　in　the
　　　cartilage　weight－bearing　areas　and　some　meniscal　weight－bearing　areas．　（×100）
Table　3　Expression　of　positive　cells　for　each　cartilage
　　　　layer　in　the　aged　group．
Table　5　Expression　of　positive　cells　in　aged　and　OA
　　　　groups．
MMP2　MMP3　MMP9　TIMP2　TIMP3MMP2　MMP3　MMP9　TIMP2　TIMP3
Superficial　layer 十一 十一 Aging　group 十 十一
Non－calcified
cartilage　layer
OA　group 十一　　　十　　　十十
Calcified
cartilage　layer
一：Negative　十一：Week　positive
十　十：　Strong　positive
十：　Pos tive
一：Negative　十一：Week　positive
十　十：　Strong　positive
十：　Pos tive
Table　4　Expression　of　positive　cells　for　each　cartilage
　　　　layer　in　the　OA　group．
MMP2　MMP3　MMP9　TIMP2　TIMP3
Superficial　layer十一　十　十十 十一
Non－calcified
cartilage　layer十一　　十一　　　一ト
Calcified
cartilage　layer 十 十
一：Negative　十一：Week　positive
十　十：　Strong　positive
十：　Pos tive
はコア蛋白質を最もよく分解し，細胞外基質を分解す
るという報告もある5）．
　今回の結果からもStageの進行に伴い，つまりOA
重症度が進むにつれて細胞間領域でMMP陽性細胞
の発現が強くなるにもかかわらず，TIMPの染色性は
一定して低いことから両者の不均衡作用の存在が明
かとなりプロテオグリカンの分解が行われているこ
とが推測された．また松本ら9）はヒト大腿骨頭摘出標
本にて肉眼的骨破壊の強い部分にTIMPの強い発現
をみたとし，骨荷重面にTIMP陽性細胞の染色性が低
下していることから力学的負荷がOA発症に関与し
ていることがあらためて示唆された．また各MMPの
陽性細胞の発現とOA重症度との関係は不明である
が，中村ら10）はMMP9の陽性細胞は破壊の強い軟骨
でよく発現されると報告しているが，OA重症度の進
行につれ軟骨表層でMMP9はもとより，　MMP2，
MMP3についても陽性細胞が認められたことは興味
深い．西山ら11）はC57ブラックマウスにて軟骨表層
の細胞領域でのプロテオグリカンの染色性の低下を
認め，以後Stageの進行とともに細胞周囲領域から順
次細胞間領域へと染色性が低下したことからOA初
期変化は軟骨表層のプロテオグリカンの分解から始
まるとしている．今回の研究ではMMP，　TIMPの不均
衡が軟骨細胞に作用し細胞領域から順次細胞間領域
へと進行し，細胞外基質を破壊しプロテオグリカンの
分解充進を促し，OAが進行する機構がOA発症の初
期の段階から存在すると考えられた．早川ら12）は
TIMPが軟骨細胞に対して強い増殖活性を示し，この
（6）
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活性がMMP阻害活性とは独立したものであること
を示したが，最近の研究によりMMP3がMMP9を活
性化することや，各MMPにはそれを活性化する前駆
物質が存在することなどOA関節軟骨内における
MMPの相互活性機構が解明されている13・14）．なかで
もMMP3が特に強い活性を示すことが知られている
が，今回の我々の研究では軟骨表層に陽性細胞が認め
られ，その深層である非石灰化層，石灰化層にも陽性
細胞が散見されたことから本モデルにおいても各軟
骨層で前述のようなMMPの複雑な活性化機構が存
在すると考えられた．
結 語
　1．C57ブラックマウス自然発症型変形性膝関節症
モデルを用い膝関節軟骨におけるMMP2，　MMP3，
MMP9およびTIMP2，　TIMP3の発現に関する免疫組
織学的検討を行った．
　2．OAの発症にはMMP2，　MMP3，　MMP9が軟骨
表層部のみならず，各軟骨層でも活性化作用しOAが
進展するものと思われた．
　3．OA発症の一機序としてMMPとTIMPの作用
不均衡が生じ初期の段階からMMPおよびTIMPの
関与が示唆された．
　4．OA発症には加齢という経時的要因よりも素因
性をもつ軟骨代謝の不均衡が関与すると考えられる．
　稿を終えるに臨み，御懇篤なるご指導と御校閲を賜
りました整形外科学教室員ならびに研究のご指導を
いただきました海老原善郎第二病理学教授および第
二病理学教室員に深く感謝致します．（本論文の要旨
は，第39回関東整形災害外科学会，The血st　Asia－Pan
Pacific　Knee　Joint　Congress，第15回日本整形外科学
会基礎学術集会において発表した．本研究は東京医科
大学研究助成金の援助を受けた．）
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Immunohistochemical　studies　on　matrix　metalloprotease　and　tissue　inhibitor
　　　　　　　　　of　metalloprotease　of　the　articular　cartilage　in　C57　black　mice
MotoakiFUJIMORI，　Takao　KASAHARA，　Makoto　NISHIYAMA，
　　Kengo　YAMAMOTO，　Atsuhiro　IMAKIIRE
Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
Abstract
　　The　purpose　of　the　present　study　was　to　elucidate　the　onset　mechanism　of　primary　osteoarthritis　by　immunohistochemical
examination　of　MMP　and　TIMP　which　exert　action　on　the　extracellular　matrix　using　a　knee　joint　model　of　spontaneous
osteoarthritis．　C57　Black　mice　exhibited　OA　changes　with　months　of　age　at　the　cartilage　ofthe　knee　joint　were　used．　Twenty
C57　Black　mice　of　2，　4，　6，　8　and　10　months　of　age　respectively　were　sacrificed　and　the　knee　j　oints　of　the　hind　legs　were　extracted．
Staining　with　toluidine　blue，　as　well　as　immunostaining　with　anti－MMP－2，　3，　9　antibodies，　and　anti－TIMP－2，　3　antibodies　was
carried　out　by　the　routine　ABC　method．　With　regard　to　the　articular　cartilage　structure　by　layer，　cells　positive　for　MMP－9
and　TIMP－3　were　slightly　observed　in　the　superficial　layer，　but　none　was　observed　in　layers　deeper　than　the　superficial　layer
such　as　the　non－calcified　layer　and　calcified　layer　in　the　Ageing　group．　On　the　other　hand　in　the　OA　group，　MMP－2，　3，　9
were　observed　in　the　superficial　layer，　and　in　some　cases　they　were　observed　in　all　the　cartilage　layers．　ln　intensely　positive
parts，　the　intensity　of　chromasia　of　TIMP－2，　3　reduced．　They　assumed　that　chromasia　reduces　from　the　peripheral　cell　area
to　the　intercellular　area　gradually　with　progress　in　of　stage，　therefore　initial　change　of　OA　may　begin　with　PG　decomposition
in　the　cartilage　superficial　layers．　The　present　study　suggests　a　mechanism　by　which　in　the　case　of　PG　decomposition，
imbalance　of　MMP　and　TIMP　have　effects　on　the　superficial　cartilage　cells　and　break　the　extracellular　matrix　and　develop　OA，
and　this　mechanism　is　present　from　the　early　stage．　Recent　studies　have　revealed　a　mutual　activity　mechanism　ofvarious　typed
MMP　in　the　OA　joint　cartilage．　ln　particular，　MMP－3　is　known　to　show　especially　potent　activity．　Our　study　revealed　that
positive　cells　are　present　in　the　cartilage　superficial　layer　and　aresporadically　obserthatved　in　its　deeper　layer　such　as　the
non－calcified　and　calcified　cartilage　layer，　which　suggests　that　there　may　be　differences　in　the　mechanism　of　action　of　MMP
in　various　cartilage　layers．
〈Key　words＞　Osteoarthritis，　MMP　（Matrix　metalloprotease），　TIMP　（Tissue　inhibitor　of　metalloprotease）
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